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 ゲノム安定性の維持は、正確な DNA 複製と染色体分配により遺伝情報を次世代に伝え
るために必要である。その破綻は、がんなどの疾患あるいは老化の原因となる。増殖する
細胞は、細胞周期の進行に従いゲノムの複製→分配→細胞分裂を繰り返す。このとき、ど
の過程に異常が生じても、ゲノム / 染色体に異常を誘発しうる。例えば、DNA 複製中に
DNAは紫外線、放射線、化学物質といった外的要因により損傷を受ける。そのため、損傷
や複製ミスが生じた DNA が修復される間、細胞周期を停止させておくチェックポイント
機構は正確な細胞分裂を行うために重要な機構である。細胞周期制御機構は酵母からヒト
まで構造的、機能的にも非常に保存された因子で構成されている。本研究では、細胞周期
制御機構の研究において非常に優れたモデル生物である分裂酵母（Schizosaccaromyces 
pombe）を用いた。 
DNA複製チェックポイント機構において、エフェクターであるCds1の活性化にはRad3
によるリン酸化が必要である。この Rad3 から Cds1 へのリン酸化を仲介するメディエー
ターとして、Mrc1（哺乳類 Claspin）と Swi1-Swi3（出芽酵母 Tof1-Csm3、脊椎動物
Tim1-Tipin）が知られている。Swi1-Swi3は Fork-Protection Complex（FPC）と呼ばれ、
DNA 複製フォークの安定化に働くことも知られている。出芽酵母において、Mrc1 と
Tof1-Csm3は複製フォークと共に進行し、複製フォークの安定化に関与していることが知
られている。 
本研究では、分裂酵母 Mrc1 の DNA 複製開始複合体への結合様式を解析することで、
DNA複製フォーク安定化におけるMrc1の機能を明らかにすることを目的とした。先行研
究により、Mrc1 が複製の進行に伴い複製フォーク上を移動すること、Mrc1 の複製フォー
クへの結合はチェックポイント非依存的であり、複製フォーク安定化因子 Swi1-Swi3 依存
的であることが明らかとなっている。また、Mrc1は複製複合体形成時の DNAへリカーゼ
MCM依存的に複製起点へとリクルートされることも示唆されている。そこで、DNA複製
阻害剤である HU（Hydroxyurea）処理を行い、複製開始に必要な因子の early origin
（ars2004、ars3002）と late origin（AT2080、AT2088、sub-telomere）への結合の評価
を ChIP（Chromatin Immunoprecipitation） assay法を用いて行なった。その結果、early 
originではMCM、Swi1、Mrc1、Sld3、Rpa2は結合したが、late originではMCMのみ
が結合することが分かった。また、nda3-KM311温度感受性変異体を用いて、通常の S期
進行においてMCMとMrc1、Swi1、Cdc45の複製起点（early originおよび late origin）
へのリクルートされる順番を検証した。その結果、通常の S期進行においてMCM、Swi1、
Mrc1がほぼ同時にリクルートされた後、Cdc45と Rpa2が複製起点へとリクルートされる
という結果を得た。また late originにおいて、Swi1とMrc1はMCMが活性化され動き出
したときに結合することも明らかとした。さらに、DNA複製開始に関わる因子の変異体を
用いて、Mrc1の複製起点への結合が一体何に依存しているのかを調べた。その結果、Mrc1
の複製起点へのリクルートは CDK（Cyclin-dependent kinase）に非依存的であるが、DDK
（Dbf4-dependent kinase）には依存的であることが明らかとなった。次に、Mrc1が FPC
依存的に複製起点へと結合しているか FPC 欠損株を用いて検証した。その結果、Mrc1 は
FPC 依存的に複製起点へと結合することが示唆された。以上の結果より、分裂酵母では
DNA複製フォークの安定化に働く Mrc1 は複製開始の初期段階に DDK 依存的にリクルー
トされることが示唆された。 
 S 期特異的に発現する Mrc1 は、厳密に細胞周期で制御されていることが考えられてい
る。そこで Mrc1 の分解制御機構について、プロテアソーム分解に関与すると考えられる
Mrc1の 860番目の Ser（Mrc1S860）のリン酸化および、その部位をリン酸化するキナーゼ
の同定、Mrc1と SCF（Skp1-Cdc53/Cullin-1-F-box protein）複合体の F-box protein候
補である Pof11が結合するかどうかを調べた。その結果、Mrc1S860は S期初期にのみ脱リ
ン酸化した。また、Mrc1S860をリン酸化するキナーゼは Hsk1 キナーゼが関与することが
示唆された。さらに Yeast two-hybrid法によりMrc1と Pof11がMrc1S860, 864のリン酸化
依存的に相互作用することも明らかとなった。 
